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論文内容の要旨
[目的]
Pasteurella multocida は、犬、猫や家畜の常在菌で、ベットによる吹傷や濃厚な接触により創傷感染や呼吸器感染
などを人に引き起こす、人獣共通感染症の原因菌の 1 つである。本菌の産生する病原因子、 PMT は 1285 アミノ酸か
らなる分子量約 146 kDa のタンパク毒素で、実験動物に皮内投与すると皮膚壊死を引き起こす。この毒素を培養細胞
に作用させると、 DNA 合成の促進、 phosphatidylinositol 4, 5-bisphosphate [PtdIns(4, 5)P2]の代謝活性化、低分子
量 G タンパク質 Rho を介したアクチンストレス線維の過形成といった様々な細胞応答が認められる。現在までの報
告では、三量体 G タンパク質である Gαq とそのシグナル伝達経路の下流に位置するホスフォリバーゼ、 (PLC) -ﾟ  
が、 PMT による PtdIns(4， 5)P2 の代謝活性化に関与していることが示されている。しかし、 PMT の細胞内標的分子
やその作用機構の詳細については明らかになっていない。本研究では、その作用機構を解明することを目的として、
PMT の機能ドメインの解析を行った。
[方法ならびに成績]
細胞内における PMT の作用を単一細胞で観察するために、 PLC- 01 の PH ドメインと GFP との融合タンパク質
(GFP-PH) を恒常的に発現する細胞系 (NIH-GP 細胞)を作製Lた。この細胞に PMT を作用させると、 PLC の活
性化に伴って GFP-PH の局在が細胞膜から細胞質や核に移行するのが観察された。この細胞を用いて、 PMT の機能
ドメインを検索するために PMTの領域特異的抗体、P-N(2・484 アミノ酸)、 P-M(438・985 アミノ酸)、 1B10(1255・ 1270
アミノ酸)、 1F3 (985-1059 アミノ酸)を作製し、細胞外あるいは細胞内にマイクロインジェクションした時の中和
活性について検討した。細胞外では全ての抗体が PMT の作用に対して中和活性を示したが、細胞内では PMT の P-M、
1B10 が GFP-PH の移行を阻害したのに対し、 P-N と 1F3 では GFP-PH の移行への阻害効果が認められなかった。
マイクロインジェクションした抗体による中和活性を PMT によるアクチンストレス線維の過形成を指標にして検討
したところ、 GFP-PH の移行と同様に P-N と 1F3 では阻害効果が見られなかった。
細胞内で PMT の作用を阻害しない抗体が認識する領域は、 PMT と細胞との結合あるいは細胞内への侵入に関与し
-414-
ている可能性が考えられる。そこで様々な PMT 欠失変異体を作製し、全長 PMT の PLC 活性化に対する競合阻害実
験を試みた。その結果 C 末端領域 (985-1285 アミノ酸)を含む変異体で用量依存的に競合阻害が認められた。欠失
変異体による全長 PMT への阻害効果をさらに検討するため、 endocytosis assay を行った。このアッセイ系では、酸
性条件下でのみ蛍光を発する pH 感受性蛍光色素、 CypHer5 Mono Ester でで、 PMT を標識 (ωCy印r予pHe町r干MT町)し、細胞
に作用させた。これにより、 CypHe町r干MT が細胞内へ取り込まれて細胞内酸，性小胞(エンドソ一ムやリソソ一ム)
に移行したと考えられる蛍光が観察でで、きた。そこで CypHer-PMT の細胞内侵入に対する、 PMT の欠失変異体による
競合阻害を検討したところ、この実験系でも C 末端領域を含む欠失変異体は阻害効果を示した。
[総括]
PMT を作用させた細胞では様々な細胞内情報伝達経路の活性化が認められるが、その中でも PLC の活性化は PMT
に特徴的なものである。本研究では、 PLC の活性化の経過を生きたままのー細胞で観察できる NIH-GP 細胞を作製
した。この細胞を用いることにより、細胞内での毒素の作用と細胞に起こる変化を同時に観察することが可能になっ
た。
これまでの報告では PMT の N 末端領域(1-506 アミノ酸)が細胞との結合に、 C 末端領域 (581 ・ 1285 アミノ酸)
が細胞内での活性に関与すると言われている。しかし本研究での PMT の領域特異的抗体を用いた PMT の作用の中
和実験と、 PMT 欠失変異体による競合阻害実験の結果により、少なくとも PMT の C 末端 985・ 1132 アミノ酸領域は
細胞との結合および細胞内侵入にも必要であることが示唆された。また N末端領域に関して、細胞との直接的な結合
については検討中であるが、今回の結果からみても 2・484 アミノ酸領域は少なくとも細胞内で作用するものではない
と推察された。 N 末端領域も細胞との結合に必要であるとすれば、 PMT は N 末端と C 末端領域で構成される立体構
造が細胞との相互作用に必要であるかもしれない。
論文審査の結果の要旨
感染症を引き起こす病原菌が産生する病原因子は、感染した生体内で様々な反応を誘発し、時には致命的な影響を
与える原因となる。 Pasteurella multocida の産生する病原因子、 PMT は、培養細胞に作用させるとホスホリバーゼ、
の活性化や細胞増殖促進を引き起こす、特異なタンパク毒素である。 PMT の細胞内での作用機序の詳細は不明であ
り、 PMT の機能ドメインの検索はこれを解明するためには必要である。
本研究では、毒素の作用を細胞内において可視化し、細胞に起こる変化を同時に観察できる細胞を用いて PMT の
機能ドメインを解析した。その結果、 PMT が細胞と結合し、侵入する過程には N 末端領域と C 末端領域の二つの異
なる領域が必要である可能性を示した。
この研究は今までに知られていない細菌毒素の作用機構を解明する上で、非常に重要なものであり、学位の授与に
値すると考えられる。
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